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論文内容要旨
がんの 3 大治療法として、外科的療法、化学療法、放射線療法がある。中でも放射線療法は、
がんが局所的であれば、病変部の変形が少なく生活機能を極力下げず なおかつ全身への大きな
負担をかけずにがんを破壊できるという利点を有する。しかし、がん組織の中には薬剤や放射線
に対して耐性を有するものがあり、これががんの再発や治療抵抗性の要因となり、患者の予後不
良に大きな影響をもたらすことになる。
これまでに私の所属する研究室では、 X 線 2 Gy/ 日照射を 30 日以上続けても増殖を続ける臨床
的放射線耐性 (clinically relevant radioresistant: CRR) 細胞の樹立に複数細胞株で成功し
た。本研究ではその中のヒト肝癌細胞株 HepG2、ヒト舌癌細胞株 SAS、ヒト子宮頚部癌 HeLa 亜株
KB、マウス乳癌細胞株剛102 とそれらの CRR 細胞株を用いて放射線耐性の分子機構について解析
し、放射線耐性に関与している新規分子を得た。
始めに、親細胞株と各対応する CRR 株について、 cDNA マイクロアレイによる発現遺伝子の解析
を行った。その結果、 GTPase スーパーファミリーに属する遺伝子 GBP1 が CRR 細胞に共通して有
意に発現充進していた。臨床応用を目指すため、以降はヒト細胞株である HepG2 、 SAS 、 KB とそ
の CRR 株を用いて解析を行った。定量的 Real-time (RT) -PCR により GBP1 遺伝子が CRR 細胞に
有意な発現克進していることを確認した。さらに、ウエスタン・ブロッティング法によりタンパ
ク質レベルでも発現尤進が確認された。次に、 siRNA を用いて CRR 細胞の GBP1 遺伝子発現を抑制
し、 rnodified high density survival アッセイによって放射線耐性の抑制が確認された。マウ
スへの移植系腫療において、 CRR 腫療では siRNA と X 線分割照射併用によってはじめて、腫療が
縮小した。信州大学耳鼻咽喉科・頭頚部外科において手術された頭頚部がん 37 例の術前生検標
本を用いて、免疫組織学的解析を行った。その結果、 GBP1 陽性細胞が 5 見以上である癌では臨床
的に放射線抵抗性を示していた。
GBP1 発現抑制をした細胞において、 γH2AX 染色陽性である DNA2 本鎖切断を伴った、 AnnexinV 
陽性のアポトーシスに陥った細胞が増加していた。我々の研究室ではすでに、低線量長期分割照
射によって幹細胞マーカーCD133 陽性細胞が濃縮されることを報告している。濃縮過程で、 GBP1
け
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発現が転写レベルで、充進していることをマイクロアレイ解析で、翻訳レベルでも充進しているこ
とをウエスタン・ブロッティング法で確認した。細胞免疫染色では GBPl 染色強度は親株よりも
耐性株で、高かった。 Oct4 は山中因子のひとつである。親細胞では殆ど観察されない Oct4 陽性細
胞は， GBPl 陽性細胞ほど高頻度ではないが、 CRR 細胞では容易に検出された。
以上の結果から、 CRR 細胞の放射線抵抗性の形質発現には GBPl が必要であること、 GBPl 発現
の増加は、臨床症例でも放射線耐性の形質発現にとって重要であることが明らかとなった。また、
GBPl は臨床的に腫療が放射線耐性であるかどうかを予測するマーカーになりうること、 GBPl を
標的とした薬剤と放射線療法の併用により、より効果的な放射線療法の確立が期待されることを
明らかにした。今後、放射線療法においてはがん幹細胞よりも、 GBPl 陽性細胞をターゲットとし
た方が奏功する可能性も示唆された。
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がんの 3 大治療法として、外科的療法、化学療法、放射線療法がある。中でも放射線療法は、
がんが局所的であれば、病変部の変形が少なく生活機能を極力損なうことなく、なおかつ全身へ
の大きな負担をかけずにがんを破壊できるという利点を有する。しかし、がん組織の中には薬剤
や放射線に対して耐性を有するものがあり、これががんの再発や治療抵抗性の要因となり、患者
の予後不良に大きな影響をもたらすことになる。
これまでに福本君の所属する研究室では、 X 線 2 Gy/ 日照射を 30 日以上続けても増殖を続ける
臨床的放射線耐性 (clinically relevant radioresistant: CRR) 細胞を複数細胞株から樹立す
ることに成功している。本研究ではその中のヒト肝癌細胞株 HepG2、ヒト舌癌細胞株 SAS、ヒト
子宮頚部癌 HeLa 亜株 KB、マウス乳癌細胞株 MM102 とそれらの CRR 細胞株を用いて放射線耐性の
分子機構について解析し、放射線耐性に関与している新規分子を得ている。
始めに、親細胞株と各対応する CRR 株について、 cDNA マイクロアレイによる発現遺伝子のス
クリーニング解析を行った。その結果、 GTPase スーパーファミリーに属する遺伝子 GBP1 が CRR
細胞に共通して有意に発現允進していた。臨床応用を目指すため、このスクリーニング以降はヒ
ト細胞株である HepG2 、 SAS 、 KB とその CRR 株を用いて解析を行ったD 定量的 Real-time (RT) 
-PCR により GBP1 遺伝子が CRR 細胞に有意に発現充進していることを確認している。さらに、ウ
エスタン・プロッティング法によりタンパク質レベルでも発現允進を確認している。次に、 siRNA
を用いて CRR 細胞の GBP1 遺伝子発現を抑制し、 rnodified high density survival アッセイに
よって放射線耐性の低下を確認している。マウスへの移植系腫療において、 CRR 腫療では X線分
割照射単独では見られなかった腫蕩縮小が siRNA 併用によってはじめて、観察された。さらに臨
床的な解析として、信州大学耳鼻咽喉科・頭頚部外科において手術された頭頚部がん 37 例の術
前生検標本を用いて、免疫組織学的解析を行っており。その結果、 GBP1 陽性細胞が円以上であ
る癌では臨床的に放射線抵抗性を示していたロ
GBP1 発現抑制をした細胞において、 γH2AX 染色陽性である DNA2 本鎖切断を伴った、 AnnexinV 
陽性のアポトーシスに陥った細胞が増加していたと報告している。福本君の研究室で、はすで、に、
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低線量長期分割照射によって幹細胞マーカーCD133 陽性細胞が濃縮されることを報告している。
濃縮過程で、 GBPl 発現が転写レベノレで、充進していることをマイクロアレイ解析で、翻訳レベル
でも充進していることをウエスタン・プロッティング法で確認している。細胞免疫染色では GBPl
染色強度は親株よりも耐性株で高かった。 Oct4 は山中因子のひとつである。親細胞では殆ど観
察されない Oct4 陽性細胞は、 GBPl 陽性細胞ほど高頻度ではないが、 CRR 細胞では容易に検出さ
れていた。
以上の結果から、 CRR 細胞の放射線抵抗性の形質発現には GBPl が必要であること、 GBPl 発現
の増加は、臨床症例でも放射線耐性の形質発現にとって重要で、あることを明らかにしている。そ
の結果、 GBPl は臨床的に腫療が放射線耐性であるかどうかを予測するマーカーになりうること、
GBPl を標的とした薬剤と放射線療法の併用により、より効果的な放射線療法の確立が期待され
ることを明らかにしている。さらに、放射線療法においてはがん幹細胞よりも、 GBPl 陽性細胞
をターゲ、ットとした方が奏功する可能性も示唆されると結論づけている。
単に放射線分割照射療法に対する耐性の機構解明のみならず、放射線耐性癌の治療法に対する
提言など、アイデアと示唆に富む内容である。
よって，本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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